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摘要 ”本文 报 告 了 大 豆 胰 蛋 白 酶 抑制 剂 (STI) 与 棉 酚 . 丹 末 酸 单 一 和 协同 作用 对 棉铃 虫 
Helicoverpa armigera (Hùbner) 幼虫 中 肠 和 蛋白酶 活性 和 生长 速率 的 影响 。 在 离 体 条 件 下 ， 
STI.、 棉 酚 和 丹 宁 酸 均 对 中 肠 蛋 白 酶 有 抑制 作用 ， 以 STI 的 作用 最 强 。 活 体 试 验 表 明 ， 人 工 
饲料 中 0.84%( 干 重 ) 的 STI 对 强 碱 性 类 胰 和 蛋白 酶 活力 有 显著 抑制 作用 ; 0.3% 丹 宁 酸 则 对 弱 
碱 性 类 胰 蛋白 酶 和 总 蛋白 酶 活力 有 显著 抑制 作用 ; 0.3% 棉 酚 对 几 种 重 白 酶 活力 的 影响 均 不 
显著 。 三 者 均 能 显著 抑制 幼虫 的 生长 ， 而 STI 与 棉 酚 或 丹 宁 酸 的 协同 作用 比 三 者 的 单独 作 
用 更 能 有 效 地 抑制 幼虫 的 生长 发 育 和 中 肠 和 蛋白 酶 活性 。 


关键 词 ” 它 感 素 ， 槐 铃 虫 ， 抗 虫 性 


近年 来 植物 蛋白 酶 抑制 剂 在 害虫 防治 上 显示 出 一 定 的 应 用 潜力 。Hilder HITRE 
白 酶 抑制 剂 基因 导 人 烟草， 转基因 幼苗 叶片 可 显著 抑制 烟草 天 蛾 Maduca Sexta MAFA 
蛾 Heliothis virescens 的 取 食 和 生长 发 育 0。 然 而 ， 烟 草 成 株 期 叶 内 富 含 另 一 类 抗 虫 物质 
一 一 酚 类 化 合 物 ， 当 叶 组 织 受 伤 后 ， 该 类 物质 被 多 酚 氧 化 酶 氧化 为 柄 类 化 合 物 ， 而 柄 类 化 
合 物 可 与 电 白 酶 抑制 剂 结合 并 使 后 者 丧失 抗 是 活性 2 。 就 此 有 人 对 转基因 烟草 的 抗 虫 性 在 成 
株 期 是 否 会 保持 表示 怀疑 。 可 见 ， 在 利用 基因 工程 改良 植物 抗 虫 性 时 ， 外 源 与 内 源 抗 虫 物 
质 的 协调 性 应 予以 重视 。 棉 酚 和 和 丹 宁 酸 是 棉花 的 二 种 主要 抗 虫 次 生性 物质 P-4， 棉 酚 主 要 
存在 于 棉花 体 表 的 色素 腺 内 ， 丹 宁 酸 则 散布 于 植物 组 织 当 中 。 掉 日 酶 抑制 剂 与 它们 之 间 
是 否 存在 着 增 效 作 用 或 持 抗 作用 ， 目 前 尚未 见报 道 。 为 了 解 重 白 酶 抑制 剂 在 棉花 抗 虫 性 
中 的 利用 前 途 ， 本 文 研究 了 大 豆 胰 和 蛋白 酶 抑制 剂 (soybean trypsin inhibitor, STI) 4 4p 
酚 或 丹 宁 酸 协同 作用 对 棉铃 虫 Helicoverpa armigera (Hùbner) 消化 生理 和 生长 发 育 的 
影 啊 。 


1 材料 与 方法 
1.1 昆虫 的 饲养 和 中 肠 酶 液 的 提取 
棉铃 虫 在 27 C LRH 75%, 光照 时 数 14h 下 人 工 饲 养 ， 幼 虫 人 工 饲料 根据 Bot 的 配 
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方 改进 9。 供 试 幼虫 在 4 习 下 解放 ， 截 取 中 肠 及 其 内 含 物 ， 以 0.15 mol /L NaCl aA 
A, F4C .11200g8-0 15 min， 取 上 清 液 作 为 中 肠 酶 液 。 


1.2 STI 棉 酚 和 和 丹 宁 酸 对 离 体 中 肠 重 白 酶 的 影响 


STI. 棉 酚 和 和 丹 宁 酸 分 别 由 Sigma, 中 国医 科 院 药物 所 和 中 国医 药 公 司 提 供 。 三 种 物质 分 
别 与 中 肠 酶 液 在 缓冲 液 中 混合 ， 反 应 10 min 后 加 入 和 蛋白酶 的 专 性 底 物 ， 测 定 相 应 蛋白 
酶 活力 的 变化 。 三 种 物质 在 反应 混合 液 内 的 浓度 均 为 5 或 10 ug /mL。 中 肠 酶 液 从 正常 5 
龄 幼虫 中 提取 。 试 验 设置 对 照 ， 重 复 3 次。 


1.3 _STI. 棉 酚 和 丹 宁 酸 对 幼虫 中 肠 熏 月 酶 活性 各 生长 率 的 影响 


配制 6 种 人 工 饲 料 ， 其 内 STI. 棉 酚 和 和 丹 宁 酸 的 组 合 及 浓度 ( 干 重 ) 为 : (1) 对 照 ; 
(2) 0.84% STI: (3)0.3% 棉 酚 ，(4) 0.3% FTR; (5) 0.84% STI+0.3% He BM: (6) 
0.84% STI 十 0.3% 丹 宁 酸 。 各 抗 虫 物质 浓度 依据 其 在 植物 体内 的 含量 确定 。 选 择 大 小 一 
致 的 5 龄 幼虫 ， 饥 饿 10h 后 称 重 ， 用 每 种 饲料 各 饲 喂 10 头 幼 虫 ，48h 后 ， 取 出 幼虫， 
称 鲜 重 , 然后 解 训 ,提取 中 上 肠 酶 液 , 测定 蛋白 酶 活性 。 重 复 3 次 。 

根据 计算 公式 RGR=(B 一 4) /[(A+B) x2) / T], 计算 相对 生长 率 ( RGR) , HF A, B, 
分别 为 幼虫 试 前 鲜 重 , 试 后 鲜 重 、 取 食 天 数 。 试验 数据 统计 分 析 采 用 随机 区 组 方差 分 析 。 


1.4 中 肠 香 日 酶 活力 测定 


蛋白 酶 活力 均 在 30 C .最 适 pH 下 测定 ， 方 法 参照 Campbell 等 四 ，。 各 种 和 蛋白酶 底 物 
JOM Sigma 购买 。 弱 碱 性 类 胰 和 蛋白 酶 活力 以 P-- 甲 茶 磺 酰 -—L— 精 氨 酸 甲 酯 (TAME) 为 
RH, Æ pH 8.50 Tris 缓冲 液 中 测定 ， 在 247 nm 测 光 吸 收 值 。 强 碱 性 类 胰 和 蛋白 酶 活 
力 以 a 一 N 一 AAR -DL— 精 氨 酸 一 P 一 人 硝 基 苯 腕 (BAPNA) XRY, Œ pH10.50 的 甘 
ARR RPM, Æ 405 nm 测 光 吸收 值 。 类 胰 凝 乳 和 电 白 酶 活力 以 N- E p 
—L— 酪 氨 酸 乙 酯 (BITEE) 为 底 物 ， 在 pH 8.50 Tris 缓冲 液 中 测定 ， 在 256 nm 测 光 吸 
WA. SEAR ATEUA RAMMEHAR, Æ pH 10.50 的 甘氨酸 缓冲 液 中 测 
E, Æ 366 nm 测 光 吸收 但 ， 反 应 混合 物 1 个 吸收 单位 的 变化 定义 为 1 AMA EO A 
Vi. BARS SRWF MEA ADESA. JHA Bradford WA AWE, 


2 结果 


在 离 体 条 件 下 ，STI 对 棉铃 虫 中 肠 三 种 蛋白 酶 均 有 很 强 的 抑制 作用 ， 尤 其 对 弱 碱 性 
和 强 碱 性 类 胰 和 蛋白酶 。 棉 酚 与 丹 宁 酸 ， 除 丹 宁 酸 对 强 碱 性 类 胰 蛋 白 酶 有 较 强 的 抑制 作用 
外 ， 在 其 它 情况 下 抑制 作用 均 较 弱 ( 表 1). 

在 三 种 抗 虫 物 质 的 给 定 浓度 和 组 合 下 ， 幼 虫 取 食 48h 后 消化 生理 的 变化 和 生长 的 影 
响 见 表 2，STI 和 棉 酚 分 别 对 弱 碱 性 类 胰 蛋 白 酶 的 影响 不 显著 ， 但 二 者 协同 作用 可 使 该 
酶 活性 比 对 照 降低 34%; 丹 宁 酸 可 使 弱 碱 性 类 胰 和 蛋白 酶 活性 降低 22%， 而 与 STI 的 协 
同 作用 可 降低 66%。 棉 酚 和 丹 宁 酸 对 强 碱 性 类 胰 蛋 白 酶 无 显著 影响 ，STI 可 使 该 酶 活力 
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表 1 大 豆 胰 和 蛋白 酶 抑制 剂 (STI) . 棉 酚 和 有 丹 宁 酸 对 离 体 的 棉铃 虫 幼虫 中 肠 弱 碱 性 类 胰 
和 蛋白酶, 强 碱 性 类 胰 和 强 旦 酶 和 类 胰 凝 乳 重 日 酶 活力 的 影响 


相对 活力 ( %) 土 SE 


37.04 士 8.48 
moa tiett 


75.46 + 15.61 
50.93 £9.75 


92.93 +2.18 


抗 虫 素 及 浓度 (Hg /mL ) Se o 
55 WATER E A 强 碱 性 类 胰 和 蛋白 酶 类 胰 凝 乳 和 蛋白 酶 
STI 5 7.96+1.95 4.50 士 0.71 
10 TAEL 2.19+0.28 
棉 酚 5 85.66+ 5.49 72.14Ł4.45 
10 63.78 +9.38 52.04+2.24 
ATR S 717.35+8.53 21.81 +2.09 
10 69.00 +9.83 13.51 +1.94 


79.04+ 14.81 


PE: 10% 活力 为 仅 有 了 酶 与 底 物 在 缓冲 液 中 反应 测 得 的 活力 ( 对 照 )， 数 值 小 于 100 表示 有 抑制 作用 
降低 18%， 但 棉 酚 和 丹 宁 酸 分 别 与 STI 配合 ， 对 该 酶 的 抑制 效果 可 达 33% 和 55%, 
STI, it 、 丹 宁 酸 以 及 STI 与 棉 酚 的 协同 作用 对 类 胰 凝 乳 重 扎 酶 的 影响 不 显著 ， 但 STI 
与 丹 宁 酸 的 协同 作用 可 使 该 酶 的 活性 降低 53%. STI 和 棉 酚 分 别 对 总 蛋白 酶 活力 影响 不 
显著 ， 丹 宁 酸 可 抑制 14%， 而 STI 分 别 与 棉 酚 及 丹 宁 酸 的 协同 作用 ， 可 使 幼虫 中 肠 总 
蛋白 酶 的 活性 分 别 降低 30% 和 66%。 从 三 因子 对 幼虫 相对 生长 率 的 影响 看 ，STI 与 棉 


酚 及 丹 末 酸 的 协同 作用 比 三 者 的 单独 作用 能 更 有 效 地 抑制 幼虫 的 生长 发 育 . 


表 2 棉铃 虫 取 食 大 豆 胰 重 白 酶 抑制 剂 (STD 棉 酚 (G) 和 和 丹 宁 酸 (T) 对 其 中 
肠 错 蝗 酶 活力 和 相对 生长 率 ( RCR ) 的 影响 


HAERERE 强 碱 性 类 胰 和 蛋白酶 
水 解 TAME 水 解 BAPNA 


umol /(min : 头 ) Amol /min. 头 ) 


Xf Eg 8.8395+0.5609 a 0.7588 +0.0762 a 
0.84% STI 9.5802 + 0.9864 a  0.6254+0.0238 b 
0.3%G 8.2469+0.9639 ab 0.6937 +0.0999 ab 
0.3%T 6.9136+0.8424 be 0.6918+0.0646 ab 
0.84%ST1+0.3%G  5.8766+0.3421 c 0.5061 0.0071 c 
0.84% STI+0.3%T  2.963040.2963 d 0.3403 0.0905 d 


类 胰 凝 乳 蛋 白 酶 。 ”总 蛋白 酶 
水 解 BTEE 偶 氨 酷 蛋 白 单位 / 
pmol /min : 头 ) (min: 头 ) 
1.1295 +0.2880 ab 0.5159+0.0305 a 
0.8760 +0.2223 be 0.4701 +0.0218 ab 
0.9451 £0. 1440 bc 0.4551 +0.0195 ab 
1.3140 +0.0692 a 0.4453 +0.0487 b 
0.8760 +0.2223 bc 0.3636 +0.0076 c 
0.5302 +0.0400 d 0.1727 +0.0358 d 


相对 生长 率 


0. 5623 +0.0205 a 
0.5183 +0.0267 b 
0. 5060 +0.0235 b 
0.5053 +0.0212 b 
0.4645 +0.0245 c 
0.4625 +0.0243 c 


注 : 1， 数 据 为 平均 数 t 标准 差 ， 处 理 间 有 具 有 相同 字母 的 为 相互 差异 不 显著 ( Duncan 新 复 极 差 检验 ，P <0.05) 
2. TAME 表示 了 - PARA -L- HAREM, BAPNA 表示 x 一 N 一 Alt —DL— 精 氨 酸 -P- AK 


Rk; BTEE 44s N- AHR —L— ABC 


3 wre 


研究 结果 表明 ，STI 与 棉 酚 或 丹 宁 酸 协 同 对 棉铃 虫 幼虫 中 肠 和 蛋白 酶 的 抑制 表现 为 增 
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效 效 应 ， 对 幼虫 生长 的 抑制 表现 为 累加 效应 。 植 物 蛋 白 酶 抑制 剂 . 棉 酚 和 和 丹 于 酸 对 昆虫 
的 作用 机 制 不 完全 清楚 ， 但 均 与 抑制 昆虫 的 消化 过 程 有 关 。 和 蛋白 酶 搞 制 剂 可 引起 中 肠 多 
种 蛋白 酶 活性 发 生变 化 ， 其 中 可 诱导 忠 体 对 某 些 消化 酶 的 超 量 合成 ， 从 而 引起 营养 损失 
和 消化 失调 外。 棉 酚 对 海 灰 起 夜 蛾 Spodoptera littoralis 的 作用 机 制 人 研究 表明 棉 酚 有 以 下 
作用 : (1) 抑 制 蛋白 酶 活性 和 脂 类 的 过 氧化 过 程 ; (2) 增 加 微粒 体 的 N- 脱 甲 基 作 用 ; 
(3) 低 浓度 刺激 线粒体 的 ATP RATE; 高 浓度 则 有 抑制 作用 &%。 和 丹 宁 酸 的 作用 机 制 ， 一 
般 认 为 它 可 能 通过 与 消化 酶 或 食物 中 的 和 蛋白质 结合 成 复合 体 ， 降 低 昆 虫 对 营养 物 的 消化 
利用 册 ， 最 近 的 研究 结果 表明 ， 丹 宁 酸 的 营养 持 抗 效应 可 能 是 由 于 它 的 毒性 和 抑制 取 食 
作用 ~ 9, 可见 三 者 的 作用 方式 有 相似 之 处 ,， (ERAT OL, AOE A R 
剂 基因 能 转 人 具有 较 高 棉 酚 和 (或 ) 丹 宁 酸 含量 的 棉花 植 株 ， 有 望 得 到 对 棉铃 虫 高 抗 的 枫 
花 品种 。 不 过 ， 本 实验 结果 是 模拟 自然 情况 ， 人 为 控制 人 工 饲 料 内 的 化 学 组 分 及 其 含量 
获得 的 。 由 于 植物 是 活 的 有 机 体 ， 所 含 化 学 物质 的 种 类 .分 布 及 存在 方式 与 人 工 饲料 内 
的 有 很 大 差异 ， 因 此 ， 这 些 抗 虫 化 学 因素 在 植物 自然 状态 下 关系 如 何 有 待 进一步 研究 . 
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EFFECT OF SOYBEAN TRYPSIN INHIBITOR, GOSSYPOL 
AND TANNIC ACID ON THE MIDGUT PROTEASE ACTIVITIES 
AND GROWTH OF HELICOVERPA ARMIGERA LARVAE 


Wang Chenzhu Qin Junde 
(Institute of Zoology, Academia Sinica Beijing 100080) 


Abstract The effects of soybean trypsin inhibitor (STI), gossypol, and tannic acid 
on the growth and digestive physiology of cotton bollworm, Helicoverpa armigera 
(Hubner) were studied. Each of three agents inhibited larval midgut proteolytic 
activity in vitro; STI was the most effective. When incorporated into an artificial diet, 
0.84% (dry weight) STI significantly reduced the high alkaline trypsin—like enzyme 
activity by 18%: 0.3% tannic acid significantly decreased the low alkaline 
trypsin—like enzyme activity and total proteolytic activity by 22% and 18% 
respectively; and 0.3% gossypol had no significant effect on proteolysis. All the three 
agents remarkably suppressed the growth of larvae. Co-—occurrences of STI and 
gossypol or tannic acid respectively declined the low alkaline trypsin—like enzyme 
activity by 34% and 66%, the high alkaline trypsin—like enzyme activity by 33% 
and 55%, and the total proteolytic activity by 30% and 66%. Co-— occurrence of STI 
and tannic acid also reduced chymotrypsin—like enzyme activity by 53%. Both 
gossypol and tannic acid potentiated the larval growth inhibitory activity of STI, and 
this implicates the protease inhibitor engineered into the cotton with high gossypol 
and /or tannin content may achieve greater protection against the cotton bollworm. 
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